CARACTERISTICAS Y PATOGENICIDAD DE Corynebacterium flaccum-

faciens (Hedges) Dows AGENTE CAUSAL DEL MARCHITAMIENTO

BACTERIANO DE Zornia spp Y SU EFECTO EN EL RENDIMIENTO
DE Z. glabra CIAT 7847 Y Phaseolus vulgaris

COMPENDIO

Por las caracteristicas morfologicas, fi-
siologicas ybioquimicas, se confirmé
oue el agente causal del marchitamien-
to bacterianode Zornia spp es Coryne-
bacterium flaccumfaciens {(Hedges)
Dows. En invernadero, tres aislamien-
tos de Zornia spp y uno de P. vulgaris
causaron la enfermedad en Zornia y
frijol. Las masas del patégeno se locali-
zaron en las células de los tejidos que
forman la testa de la semilia del frijol.
En el campo, los aislamientos de Zornia
spp produjeron clorosis, necrosis, atro-
fia, marchitamiento y muerte; el pato-
geno afecté el 52.5 y 88.8 o/o de las
semillas de frijol y Zornia y el coeficien-
te de correlacion entre la infeccion bac-
teriana y germinacion fue de -0.87.
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ABSTRACT

It was confirmed that the causal agent
of bacterial wilt of Zornia spp is Cory-
nebacterium flaccumfaciens (Hed ges)
Dows, by morphological, physiological
and biochemical characters. In the
glasshouse, three isolates from Zornia
spp and one isolate from P. vulgaris
were shown to be pathogenic.and cau-
sal agents of the disease in both Zornia
and beans. In beans seeds, masses of
the pathogen infecting cells of the
tissues that form the testa were locali-
zed. In the field, the isolates of Zornia
spp produced chlorosis, necrosis, atro-
phy, wilting and death; the pathogen
affected 52.5 o/o and 88.8 o/o of seed
of beans and Zornia and the correlation
coefficient between bacterial seed infec-
tion and germination was - 0.87.
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1. INTRODUCCION

En las regiones de suelos acidos e infértiles de América Tropical el fac-
tor que mas limita la produccion animal ha sido la falta de pasturas de al-
to rendimiento y calidad, adaptadas a las dificiles condiciones edaficas y
bioticas y que puedan proporcionar a los rumiantes durante el afio una die-
ta energética-proteinica balanceada (CIAT, 2 y 3).

Zornia glabra, leguminosa forrajera promisoria para las sabanas de los
tropicos, tiene buena adaptacion a los suelos acidos bajos en fosforo, po-
tasio y magnesio y altos de aluminio. Ademas, su produccién de materia
organica digerible y el contenido de fosforo es mayor que el de otras legu-
minosas de alto valor nutritivo (Stylosanthes, Desmodium y Aeschimme «
ne).

Sin embargo, en Colombia en 1981, Z. glabra present6 sintomasde una
enfermedad llamada marchitamiento bacteriano, causada por Corynebac -
terium flaccumfaciens, que produjo clorosis, atrofia, marchitamiento y en
casos extremos necrosis y muerte de la planta (Torres, Lenné y Victoria,9).
Aunque no se ha registrado atn en América Latina el ataque a frijol , ya
se ha diseminado a nivel mundial (Surafrica, Australia, Bélgica, Bulgaria ,
Francia, Alemania, Nueva Zelanda y Estados Unidos) y ha causado grandes
pérdidas en la produccion.

Basados en lo anterior, este trabajo tiene como objetivos comparar las
caracteristicas de los aislamientos de C. flaccumfaciens obtenidos a partir
de Zornia spp. con los de Phaseolus vulgaris; estudiar la patogenicidad de
los aislamientos en el invernadero y campo; determinar la transmisién de
la bacteria por semillas y su incidencia en la germinacién; ubicar la posi-
ciéon de la bacteria en la semilla y evaluar el efecto de la enfermedad sobre
los rendimientos de Z. glabra CIAT 7847 y de tres variedades de P. vulga-
ris.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
2.1. Estudios de laboratorio.

En el trabajo, realizado en el Centro Internacional de Agricultura Tro-
pical-CIAT, se utilizaron los aislamientos 1 603, 1607 e I 614 (proceden-
tes de Z. glabra CIAT 7847) ¢ 1 615 (obtenido de Phaseolus vulgaris en
los Estados Unidos e identificado por el American Type Culture Collec-
tion) clasificados como Corynebacterium flaccumfaciens (Hedges) Dow-
son.
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Se compararon las caracteristicas morfologicas, fisiologicas y bioquimi-
cas de los aislamientos obtenidos de Z. glabra CIAT 7847 con las de la ce-
pal615. A los aislamientos, cultivados en agar nutriente (AN), se les de-
terminaron forma, color, elevacion, margen y consistencia; también se eva-
luaron la pigmentacion en cloruro de tetrazolio (T Z C), la coloracién en
YDC (levadura, dextrosa, carbonato de calcio, agar) y se practico la tin-
cion de Gram con la modificacién de Hucker (8). Se efectuaron las prue-
bas de oxidasa, produccion de pigmentos fluorescentes en el medio B. de
King, hidrolisis de almidon, requerimiento de oxigeno, catalasa y utiliza -
ciéon de ramnosa.

2.2. Estudios de invernadero.

Para las prucbas de patogenicidad se realizaron inoculaciones cruzadas ,
inyectando el tallo principal de Z. glabra CIAT 7847 (susceptible a la en-
fermedad), de Z. brasiliensis CIAT 7845 y Z. latifolia CIAT 728 (legumi-
nosas promisorias), de las variedades de frijol P1 136677, PI 165078, PI
204600 (resistentes en Estados Unidos), de las variedades Porrillo Sintéti-
co, ICA Pijao y Bat 41 (susceptibles a Pseudomonas) y de ICA Guali (sus-
ceptible a diversas enfermedades bacterianas). El ensayo se disefié comple-
tamente al azar con 7 ecotipos de frijol y 3 de Zornia; 4 aislamientos bac-
terianos y un testigo (agua), para 50 tratamientos con 4 repeticiones y 600
plantas. Las plantas se clasificaron en sanas (-), con pocas manchas ( +),
con cuatro a cinco manchas pequeiias o una mediana (+ 1), con una man-
cha grande (+++), con varias manchas grandes o con varias hojas marchi -
tas (++++) y muertas (+++++).

Para determinar la localizacion de C. flaccumfaciens los tejidos de la se-
milla y las células de la bacteria se fijaron con una solucién de alcohol, for-
mol y acido acético durante 48 horas. Luego se deshidrataron con alcoho-
les de diferentes grados, se aclararon con xilol e impregnaron con parafina
por 12 horas. La tincion de los cortes se realizé por el método de Brown
y Brenn (1).

2.3, Estudios de campo. .

Se estudié el efecto de los aislamientos de C. flaccumfaciens sobre la in-
cidencia de la enfermedad y el rendimiento (semilla y materia seca) de tres
variedades de P. vulgaris (PI 136677, Porrillo Sintético y PI 204600) y el
rendimiento (materia seca) de Z. glabra CIAT 7847. Las plantas se inocu-
laron con I 603 (seleccionado al azar), con una mezcla de 1 603,1607 ¢ 1
614 y con agua (testigo). El ensayo se ajusto a un disefio de parcelas divi-
didas con 12 tratamientos y 4 repeticiones.
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Para determinar la transmision de la bacteria y el efecto sobre la germi-
nacion se colocaron semillas desinfe stadas (hipoclorito de sodio al 1 o /o
durante 1 minuto) en agar nutriente (tratamiento 1) y a pre -germinar a
temperatura ambiente (tratamiento 2).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Estudios de laboratorio.

En agar nutriente e incubados durante 36 horas a 28°C, todos los aisla-
mientos eran circulares, convexos, color crema con halo brillante, enteros
y butirosos (Cuadro 1).

El crecimiento de la bacteria es normal en un medio comiin; en cloruro
de tetrazolio las colonias presentaron coloracion rojiza y amarillo- crema
en YDC. Los aislamientos son Gram-positivos y tienen forma de varillas
cortas (Cuadro 2).

Los aislamientos bacterianos obtenidos a partir de Zornia spp.y de P.
vulgaris fueron positivos a las pruebas de catalasa y amilasa, negativos ala
prueba de oxidasa, no presentaron pigmento fluorescente en el medio B
de King, son organismos estrictamente aerobicos, y produjeron dcido a
partir de ramnosa (Cuadro 2).

Las caracteristicas de los aislamientos bacterianos de Zornia ssp se com-
pararon con otros géneros fitopatogénicos (Cuadro 3) y algunas especies
(Cuadro 4) del género Corynebacterium (Dye y Kemp, 4), confirmando
que el agente causal de la enfermedad en Zornia spp es Corynebacterium
flaccumfaciens (Hedges) Dows.

3.2. Estudios de invernadero.
3.2.1. Prueba de patogenicidad.

Los aislamientos I 603, 1 607 ¢ I 614 de Zornia spp. y el aislamiento I
615 de P. vulgaris, inoculados en tres especies de Zornia y siete varieda-
des de frijol, fueron patogénicos y produjeron clorosis, atrofia y marchi-
tamiento. Los sintomas aparecieron entre 6- 12 dias en frijol y en Zornia
entre 14 - 17 dias después de la inoculacién, confirmando que la manifes-
tacion de los sintomas varia con el cultivar (Hulluka, 5).

Hubo efecto significativo de la enfermedad en los cultivares inoculados

(Cuadro 5). Los testigos mostraron leves sintomas, debido a la cercania
del foco de infeccién.
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Cuadro 1

Caracteristicas morfoldgicas en agar nutriente de cuatro aislamientos de Corynebacterium flaccum-
faciens obtenidos de Zornia spp y Phaseolus vulgaris

Zornia glabra CIAT 7847 P. vulgaris
Caracteristicas 1603 1607 1614 1615
Forma Circular Circular Circular Circular
Color Crema con Crema con Crema con Crema con
halo brillante halo brillante halo brillante halo brillante
Elevacion Convexa Convexa Convexa Convexa
Margen Entero Entero Entero Entero
Consistencia Butirosa Butirosa Butirosa Butirosa
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Cuadro 2

Caracteristicas fisiologicas y bioquimicas de cuatro aislamientos de Corynebacterium flaccumfaciens
procedentes de Zornia glabra CIAT 7847 y Phaseolus vulgaris

Z. glabra CIAT 7847 P. vulgaris
Caracteristicas I 603 I 607 I 614 I 615
Crecimiento en medio comun + S + +
Tincion de Gram - + + +

Coloracion crema a amarilla en

AN*, YDC*. + + 4 +
Pigmento fluorescente enK B * - -4 > 3
Crecimiento anaerébico - - — —

Oxidasa - oo . &
Catalasa E + 5 i
Hidrolisis de almidon de papa + - + s

Produccion de acido a partir de
ramnosa + e ; - +

*AN = Agar nutriente. YDC = Levadura, dextrosa, carbonato de calcio, agar.
KB = Medio B de King.
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Cuadro 3

Caracteristicas utilizadas para diferenciar géneros entre bacterias fitopatogenas*

Caracteres

Aislamiento de

Pseudomonas Agrobacterium Erwinia Xanthomonas Corynebacterium -Zornia spp. P.vulgaris

Crecimiento en
medioc comun + - + + + + +

Tincion de Gram o, = 5 =

Coloracion crema a

amarilla en AN, YDC - - . i - - - +
Fluorescencia en K B. v™ > = - aC = =
Crecimiento anaerobico - = + 5. - J) e

+ = resultados positivos
-~ = resulados negativos
v = resultados variables

* (SAB, 8)
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Cuadro 4

Pruebas fisiologicas y bioquimicas en cuatro especies patogenas de Corynebacterium y comparacion con los

aislamientos procedentes de Zornia spp y Phaseolus vulgaris*

C. C. C. C.

Caracteristicas michiganense ilicis fasciens  flaccumfaciens Zorniaspp. . P. vulgaris
Movilidad - + - + + s
Oxidasa - -(1) - - - =
Catalasa + + + + + +
Hidrolisis de almidon

de papa v - 12 45 ¥ +
Produccion de acidos:

ramnosa - + ~ * + x

* (Dye, and Kemp, 4).
+

Il

resultados positivos
resultados negativos
resultados variables
1 = Mandel et al {1961) reportaron oxidasa positiva.
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Reaccion de sicte variedades de frijol y tres ecotipos de Zornia spp a Corynebacterium flaccumfaciens

Cuadro 5

Zornia glabra CIAT 7847 P. vulgaris

Especie Linea I 603 I 607 I 614 I 615 Testigo
Phassolus vulgaris P.1. 136677 400 ® 33 e 366 1 R B
P. vulgaris Bat. 41 1.33 fohi 3.33 #be 2.00 defg 366 ® 1.00 9Nl
P. vulgaris Porrrillo sintético 1.66 ©fo 366 3.33 e 2.66 bode 2.00 defg
P. vulgaris ICA Guali 366 ® 2.66 bode 200 9¢fo 2.3g. et 1.66 ©fon
P. vulgaris Pl 204600 2.66 bode 300 % 2.00 defg 3.33 e 033 il
P. vulgeris ICA Pijao 3,00 abed 3.00 abcd 2 g/ bodo 2.00 defg 1.00 8NV
P. vulgaris Pl 165078 S N L 12y 233 8 1.00 9
Zomia glabra CIAT 7847 1.00 ohil 1.66 °foh 133 fohi 0.66 Ml 033 1
Z. brasiliensis CIAT 7485 033 I 1.00 9 0.66 Nl 0.66 N 0.00 |
Z. latifolia CIAT 728 1.33 fohi 0.66 hi 0.00 } 0.00 | 0.33

PROMEDIO 243 b 253 a 193 b 203 b 105 ¢

Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05).



La variedad de P. vulgaris mas susceptible a C. flaccumfaciens fue PI
136677 y,en general, todas las variedades de frijol fueron igualmente afec-
tadas por los cuatro aislamientos. Z. glabra CIAT 7847 fue mas suscepti -
ble al aislamiento I 6Q7, mientras que Z. brasiliensis CIAT 7485 y Z. lati-
folia CIAT 728 mostraron altos niveles de resistencia.

3.2,.2. C. flaccumfaciens en la semilla.

La testa o cobertura de la semilla de frijol esta formada porunacapa
externa de células en empalizada compuesta de esclereidas alargadas en
sentido radial. Debajo de la capa de células en empalizada hay una epider-
mis de células pequefias que contienen cristales. En un corte transversal
de la semilla, muy cerca de las capas de esclereidas que forman el hilum,
se encontraron masas de células de C. flaccumfaciens infectando las célu-
las que forman la testa de la semilla.

En estas dos capas de células se hallan los pigmentos que dan el color a
la semilla, posiblemente por la posicién del patogeno en estas células, C.
flaccum faciens var. violaceum y C. flaccumfaciens var. aurantiaceum indu-
cen en la semilla decoloraciones plrpuras y amarillas. Decoloraciones re-
gistradas en variedades de frijol susceptibles y tolerantes al marchitamien-
to bacteriano (Schuster y Christiansen, 6 y Schuster y Sayre, 7).

3.3. Estudios de campo.
3.3.1. Prucba de patogenicidad.

La inoculacién del aislamiento I 603 y de la mezcla de los aislamientos
1603,1607 e 1614 en tres variedades de P. vulgaris y Z. glabra CIAT 7847,
produjeron clorosis, posteriormente necrosis, atrofia, marchitamiento y
muerte descendente de parte o de toda la planta. Sintomas descritos tam-
bién en Zornia spp (Torres, Lenné y Victoria, 9) y frijol (Zoumeyer y
Thomas, 10). Sin embargo, Hulluka (5) y Schuster y Sayre (7) dicen que
inicialmente hay formacion de pequeiias manchas blancas o am arillas,
mas tarde se desarrollan sobrecrecimientos parecidos a pustulas y lesjones
costrosas sobre las hojas.

C. flaccumfaciens fue mas patogénica a Z. glabra CIAT 784 (Cuadro 7),
posiblemente por la presencia de aislamientos patogénicos especializados
en esta leguminosa forrajera.

La variedad de frijol Porrillo Sintético fue relativamente resistente
mientras que la variedad PI 186677 fue altamente susceptible a los dos
aislamientos.
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Cuadro 7

Reaccion de tres variedades de frijol y Zormia a Corynebacterium flaccumfaciens

Mezclade | 603

Especie Linea I 603 I 607, 1 614  Testigo
Phaseolus vulgaris PI 136677 3,22 be 3.45 bC 1!
P. vulgaris PI 204600 2.729 2.97 ™ 1.82 ¢
P. vulgaris Porrillo sintético 120 f 1.90 © 0.45 9
Zornia spp. CIAT 7847 4.102 3.62 P 1.87 ©

PROMEDIO 2.81 2 2.98 2 1.33 P

Los promedios seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05).



Posiblemente la tolerancia o susceptibilidad de los hospedantes se de-
ba a diferentes factores ambientales como altas temperaturas, condiciones
de sequia, que pueden haber alterado la virulencia de la bacteria o suscep-
+ tibilidad de PI 136677, variedad resistente en Estados Unidos, y que bajo
condiciones de Santander de Quilichao fue susceptible a los aislamientos
de Zornia spp. Por tanto, variedades resistentes en una region en otras po-
drian no ser tolerantes a C. flaccumfaciens.

3.3.2. Incidencia de C. flaccumfaciens en la produccion de materia seca.

El efecto del marchitamiento bacteriano sobre el rendimiento en peso
seco de Zornia (Cuadro 8) fue drastico, siendo las pérdidas altamente sig-
nificativas (81.4 y 75.4 ofo comparadas con el testigo).

En frijol se registraron pérdidas significativas. En la variedad PI 136677
inoculada con el aislamiento I 603 las pérdidas fueron del 41.17 ojo y del
37.1 ofo cuando se inoculd la variedad Porrillo Sintético con la mezcla de
los aislamientos.

La presencia de agentes bacterianos en los vasos xilemdticos, limita se-
veramente el contenido de nutrientes, de agua y la expansion foliar, mani-
festandose en una reduccion de materia seca. Ademas, el sintoma de man-
chas parduzcas leves; que so6lo se observo en la variedad Porrillo Sintético,
pudo ser el indicio de diferencias en la relacion hospedante-patogeno, lo
cual posiblemente causé pérdidas significativas en su produccion.

3.3.3. Efecto de C. flaccumfaciens en la infeccion y germinacion de se-
millas. 2

Z. glabra CIAT 7847 presento el nivel mas alto de transmision del pato-
geno en la semilla (88 o/o) siendo significativamente mayor al de las varie-
dades de frijol. En frijol las variedades P1 136677 y PI 204600 presenta -
ron niveles hasta del 51.4 y 52.5 ofo de la semilla infectada, respectiva-
mente (Cuadro 9). 4

Hubo efecto significativo del patogeno en la semilla, presentando Z. gla-
bra CIAT 7847 el mas bajo porcentaje de germinacion.

El coeficiente de correlacién entre el porcentaje de infeccion bacteriana

en la semilla y la germinacion (-0.87), indica el efecto del patogeno sobre
la germinacion de la semilla.
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Cuadro 8

Efecto del marchitamiento bacteriano en el rendimiento de materia seca (g/parcela) de tres

variedades de frijol y Zornia glabra CIAT 7847

Mezcla de 1 603,

Especie Linea I 603 I 607,1 614 Testigo
Phaseolus vulgaris PI 136677 24.575 27.625 41.775
P. vulgaris PI 204600 23.75 26.075 28.75
P. vulgaris Porrillo sintético 53.675 45.00 71.625

Zornia spp. CIAT 7847 464.40 349.80 1889.25
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Cuadro 9

Porcentaje de germinacion in vitro, transmision por semilla de Corynebacterium flaccumfaciens en tres variedades de frijol y

Zornia
Phaseolus vulgaris Zornia glabra
Pl 136677 Pl 204600 Porrillo sintético CIAT 7847
Semilla Semilla Semilla Semilla
Germinacién Infectada Germinacion Infectada Germinacion Infectada Germinacion Infectada
Cepa ofo ofo ofo ofo ofo ofo olo olo
| 603 8g.273b 51.40P 81.25bc 52500 90.00 3P 42.50P¢ 50.759 88.37 2
Mezclade | 603,
1607, | 614 70.65¢ 43.07°¢ 71.65°¢ 3250° 90,0020 39.30°¢ 46,759 88.80°
Testigo 96.102 13.259 96.252 10.009 97.502 10.009 74.00° 45.50°¢
Promedio 84.52° 359 P 82.62" 31.66P 92.392 30.62° 56.42C 74,252

Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (P < 0.05).



4. CONCLUSIONES

4.1,

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

Con base en la prueba de caracterizacion y por comparacion con el
aislamiento I 615 de P. vulgaris, sc confirmo que ¢l organismo aisla-
do de Zornia spp. y causante del marchitamiento bacteriano pertene-
ce a la especie Corynebacterium flaccumfaciens (Hedges) Dows.

Los aislamientos obtenidos de plantas afectadas de Zornia spp. fue-
ron patogenicos y causantes de la enfermedad en Zornia y frijol;
el aislamiento I 615 de P. vulgaris fue patogénico y causante del mar-
chitamiento bacteriano en Zornia y frijol en invernadero y campo.

Corynebacterium flaccum faciens (Hedges) Dows se transmite en las
células de empalizada que forman la testa de la semilla.

En P. vulgaris y Z. glabra la infeccion de la semilla alcanz6 niveles del
52.5 y 88.8 o/o, respectivamente.

C. flaccumfaciens se constituye en un serio problema potencial para
los cultivares de frijol y leguminosas forrajeras tropicales en América.
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